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^ (57) Zusammeniiissung: Die voiiiegende Exfindung betiifft Nanopartikel zur Obenvindnng der Blut-Him-Schranke, die dadurch 
gekennzeichnet sind, dass sie aus einem hydrophilen Protein oder einer Kombinadon hydrophiler Pioteine bestehen, vorzugsweise 
aus Serumalbumin, das besonders bevorzugt humanen Ursprungs ist, an die Apolipoprotein B gekoppelt ist, sowie Verfehren zur 

^ Herstellung derartiger Nanopartikel. ^^^-^ AVAILABLE COPY 
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Nanopartikel aus Protein mit gekoppeltem Apolipoprotein E 
zur Uberwindung der Blut-Him-Schranfce und Verfahxen zu ih- 
rer Herstellung 

Die vorliegende Erfizidung betrifft Nanopartikel aus einem 
hydrophilen Protein oder einer Konbination hydrophiler Pro* 
teine, vorzugsweise aus Serumalbuiain, insbesondere humaner 
Herkunft, die mittels gebundenem Apolipoprotein E die Blut- 
Him-Schxanke -iiberwinden konnen, um pbaxmazeutiscb oder bio- 
logiscb aktive Wirkstof fe in den Licjaor cerebrospinalis zu 
t ransport ieren • 

Nanopartikel sind Partikel mit einer GroiSe zwiscben 10 und 
1000 nm^ die aus kiinstlicben oder naturlicben makromolekula- 
ren Substanzen bergestellt werden konnen. An derartige Nano- 
partikel konnen i^zneistof £e oder anderes biologisch aktives 
Material kovalent^ ioniscb oder adsorptiv gebunden oder in 
das Material der Nanopartikel inkorporiert vrerden. 

Bisber waren jedocb nur Nanopartikel aus Polyalkylcyano- 
acrylaten, die mit Polysorbat 80 (Tween* 80) oder anderen 
Tensiden iiberzogen warden, in der Lage, die Blut-Hirn- 
Schranke zu iiberwinden, um hydrophile Arzneistof f e zum Liqu- 
or cerebrospinalis zu transport ieren xind pbarmakologische 
Bffekte bervorzuruf en. Der Mecbanismus dieses Transports be- 
rubt nacb bisberigen Untersucbungen darauf , dass Apolipopro- 
tein E (ApoE) durch den IJberzug aus Polysorbat 80 von den 
Nanopartikeln adsorbiert wird. Dadurcb tauscben diese Parti* 
kel vexrmutlicb Lipoprotein-Partikel vor, die von den IiDL- 
Rezeptoren der Gebinkapillar-Endotbelzellen, welcbe die Li' 
pidversorgung des Gebirns gewabrleisten, erkannt und gebun- 
den werden. 

Eine Reibe von Arzneisto££en konnte mittels mit Polysorbat 
80 Oder anderen Tensiden iiberzogenen Polybutylcyanoacrylat- 
Nanopartikeln iiber die Blut-Him-Scbranke transportiert wer 
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dezi uzid einen signifikanten phazmakologischen Ef £ekt hervor- 

rufen. Beispiele fux* dez:art:ig verabrexclite Arzxielinittel sind 

* 

Dalargin, ein Endorphin-Hexapeptid, Loperamid und Tubocua- 
rln, die beiden NMDA-Rezeptor-Aatagonisten- MRZ 2/576 bzw. 
5 MRZ 2/596 der Fa. Merz, Frankfurt , sowie das Anti- 
krebsmxttel Doxorubicin. 

Die Nacbtelle der Polybutylcyanoacrylat-Naziopartlkel ' llegen 
jedoch darln, dass Polysorbat 80 nlcht pbyslologlscb 1st: und 

10 dass der Transport: uber die Blut-Hlm-Scbranke mogllcberwel- 
se au£ elnem toxlscben Effekt des Polysorbat: 80 beruben 
konnt:e. Eln tJberzug von Polybutylcyanoacrylat-Nanopar'tlkeln 
lolt: Polysorbat: 80 oder anderen Tenslden 1st jedocb essentia 
ell fiir den Transport der Polybutylcyano-acrylat- 

15 Nanopartlkel iiber die Blut-Hlrn-Schranke. Die bekannten Po- 
lybutylcyanoacrylat-Nanopartlkel haben jedoch den welteren 
Nacbtell, dass sovTobl die Blndung des ApoEs wle aucb der 
Arznelstoffe nur adsorptlv erfolgt. Dadurcb llegt das an die 
Nanopartlkel gebundene ApoE bzw. der Arznelstoff ±m Glelcli- 

20 gewlcbt mlt frelem ApoE bzw. Arznelstoff vor, und es kann 
nacb Znjektlon In den Organlsmus elne schnelle Desorptlon 
dleser Stof fe von den Partlkeln erfolgen. Au&erdem blnden 
die melsten Arznelstof £e nlcbt In ausrelcbendem Ka& an Poly- 
butyl cyanoacrylat -Nanopartlkel und konnen somlt nlcbt xnlt 

25 Hllfe dieses Trager systems, fiber die Blut-Hlm-Scbranke 

« 

transportlert werden. 

Der vorllegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, nano- 
partlkel zur Uberwlndung der Blut-Hlim-Scbranke bereltzu- 
30 stellen, welcbe die vorgenannten Machtelle nlcbt haben xind 
die unter Vermeldung nlcbt pbyslologlscber Tenslde das ftir 
den Transport fiber die Blut-Hlm-Scbranke notwendlge Apoll- 
poproteln E nlcbt ledlgllcb adsorblert baben. 

35 Die Aufgabe vTurde fiberrascbenderwelse durcb Nanopartlkel ge- 
lost, die aus elnem bydropbllen Protein oder elner Komblna- 
tlon bydropbller Protelne, vorzugswelse aus Sezrumalbumln, 
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besoziders bevorzugt aus hiuaanem Serumalbuminr Oder einem 
verglexchbaren Protein bes-telxezi, an die Apolipoprotein E ko- 
valent: oder iiber das Avidin/Biotin-System gekoppelt; ist* 

5 Bei den Albuminen bandelt es sicb iim eine Gruppe von Protel- 
nen, die vor allem in tieriscben/menscbliclien Fltissigkeiten, 
z.B. das Serumalbruxiin im Blut:, oder Geweben vorkoxnxaen. Albu- 
mine sind reich an negativ geladenen Aminosauren sowie an 
Xjeucin und Xsoleucin. Zm Vergleicb zu den sie begleitenden 

10 Globulinen besitzen die Albximine niedrigere Molmassen und 

sind erst durcb relativ bohe Salzkonzentrationen ausf3.11bar. 

Auch Gelatine A, Gelatine B, Casein oder vergleichbare Pro- 
teine sind als Ausgangsproteine ftir die erfindungsgexoafien 
15 Neuxopartikel geeignet. 

Das Apolipoprotein £ ist eine Komponente der liipoprotein- 
Koxnplexe. Diese Komplexe ans I*ipiden und Apolipoproteinen 
ermoglicht den Transport der im Wasser unloslicben Lipide im 
20 Blut. Das ApoE vermittelt vermutlicb den Transport der er- 
findungsgema&en Nanopartikel iiber die Blut -Him- Scbranke, 
indem es axL die LDIi-Rezeptoren der Gebimkapillar- 
Endotbelzellen bindet. 

25 Die erfindungsgemaSen Nanopartikel konnen zusatzlicb ein 
Oder mebrere funktionelle Proteine au£weisen, die uber bi- 
funktionale Spaceinnolekiile an Tbiolgruppen der mit 
Thiolgruppen znodifizierten Nanopartikel gebunden sind. Zur 
Praparation derartiger Nanopartikel konnen die auf der Ober- 

30 f lacbe der Nanopartikel befindlichen funktionellen Gruppen 
(iVminogruppen, Carbos^lgruppen, Hydroxylgznippen) durch ge- 
eignete Reagenzien zu reaktiven Thiolgruppen umgesetzt wer- 
den* Funktionelle Proteine komaen dann iiber biftinktionale 
Spaceacmolekiile, die eine Reaktivitat sowoh.1 gegeniiber Amino- 

35 gruppen als auch freien Thiolgruppen aufweisen, an die 
Thiolgruppen-modifizierten Nanopartikel gebunden werden. 
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Die auf diese Weise an die Nanopar-tikel zu koppelnden funk- 
tionellen Prot^eine kdimen aus der Gruppe ausg^wahlt werden, 
die Avidin, Avidinderivate, Apolipoproteine, wie z. B. Apo- 
lipoprotiein E, aber auch Antikorper, Enzyme und dergleichen 
5 nmf aSt , DcQ^ei konnen die f\mkt:ionellen Proteine selbst: eine 
pharxnakologisclxe oder biologisclie Wirkung haben. 

Zn einer bevoirzugten Aus fuhrungs form weisen die erfindungs- 
gemaSen Nanopartikel kovalent gekoppeltes Avidin auf, iiber 

10 das biotinyliertes Apolipoprotein E gebunden werden kann, 
wie in Figur 1 veranscbaulicbend dargesl^ellt: ist:. Avidin 
selbsis ist: ein fiir Biotin bocbaff ines Glykoprotein, das 
durcb die zuvor erwabnten bifunktionalen Spacezmolekille ko- 
valent an die Tbiolgruppen der tbiolierten Nanopartikel ge- 

15 bunden sein kann. Durcb die kovalente Bindung des Avidins an 
die Nanopartikel kann nicbt nur biotinyliertes ApoE, das fiir 
den Transport iiber die Blut-Him-Scbranke notwendig ist, ge- 
bunden werden, sondem es konnen eine Vielzahl von biotiny- 
lierten Molekiilen besonders ef f izient von den Avidin- 

20 modif izierten Nanopartikeln gebunden werden. Besonders be- 
vorzugt werden dabei pbarmakologisch oder biologisch aktive 
Molekille • 

TJm pharmakoloigsche Ef fekte zu vermitteln, konnen die erf in- 
25 dungsgemafien Nanopartikel pbarmakologisch oder biologiscb 
aktive Substanzen aufweisen. Diese Wirkstoffe konnen in die 
Nanopartikel inkorporiert sein oder werden von den Nanopar- 
tikeln gebunden. Dabei kann die Bindung der pbarmakologiscb 
Oder biologiscb aktiven Wirkstoffe sowobl kovalent, komple- 
30 xierend \UDer das Avidin-Biotin-System als aucb inkorporativ 
Oder adsorptiv erfolgen. 

Die erf ind^LngsgemMSen Nanopartikel eignen sicb besonders 
gut, um Arzneistof f e, die keinen oder keinen ausreicbenden 
35 Ubergang fiber die Blut-Him-Scbranke aufweisen, wie bei- 

spielsweise Dalargin, Loperamid, Tubocuarin oder D03Eorubicin 
Oder dergleicben, zu binden und uber die Blut-Him-Scbranke 



wo 02/089776 PCT/EP02/04735 



zu trarLsport:ieren und phaxxaakologisclie Ef fekte hervorzuru- 




5 tikeln aus einem Ixydrophilezi Prot;e±zi oder exner Kombination 
hydrophiler Proteine zur tiberwindung der Blut-Him-Schranke 
iixafafit: die folgenden Sclirit:te: 

Desolvat:ierezx einer waSrigon Iiosung eines hydrophilen 
10 Proteins oder einer Kombination hydropliiler Proteine, 

Stabilisieren der durcb Desolvatation entstandenen 
Nanopartikel durch Qnervemetzung, 

Umsetzen eines Teils der fimktionellen Gruppen auf der 
Oberflacbe der stabilisierten Nanopartikel zu reakti- 
15 ven Thiolgruppen, 

kovalentes Anhieften fxinktioneller Proteine mittels bi- 
fxinktionaler Spacenaolekiile, 

Biotinyliearung von Apolipoprotein Er sofeam die Parti- 
kel nicht kovalent gekoppeltes Apolipoprotein E auf- 
20 weisen, 

Beladen der Avidin-xaodifizierten Nanopartikel mit bio- 
tinyliertem ApoE und deia zu verabreicbenden pbarmako- 
logiscben Wirksto££. 

25 Fiir die Herstellung der Nanopartikel wird ein bydrophiles 
Protein oder eine Kombination bydropbiler Proteine als Aus- 
gangsmaterial verwendet. Vorzugsweise wird eine waSrige L6- 
sung von Sertimalbumin, besonders bevorzugt von hximanem 
Serumalbumin, unter Riibren desolvatisiert • Die entstehenden 

30 Nanopartikel werden diirch. Quervemetzung stabilisiert und 
die funktionellen Gruppen (Aminogruppen, Carboxylgjruppen, 
Hydroatylgruppen) auf der Oberf lacbe der Nanopartikel werden 
durcb geeignete Reagenzien zu reaktiven Tbiolgruppen umge- 
setzt • 



35 
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Die Desolvatation aus dem wafirigen Xidsimgsmittel erf olgt 
vorzugsweise durch den Zusatz von Ethanbl. Prinzipiell 1st: 
eine Desolvat:ation aucli durcb den Zusat:z anderer wasser^ 
xnischbarer Nlcht:losungsza±t:tel fur hydrophxle Protexne w±e 
Aceton, Jsopropanol oder methanol xadglicli. So vmrde Gelatine 
als Ausgangsprotein erfolgreich durcb Zugabe von Aceton de- 
solvatisiert • Gleichfalls ist eine Desolvatation von in waS- 
riger Phase gelosten Proteinen durch Zugabe von strukturbil- 
denden Salzen wie EUagnesiumsulf at oder Ammoniumsulf at mog- 
lich. Xn diesem Fall spricht man von Aussalzen. 

Als Quervemetzer zur Stabilisierung der Nanopartikel kommen 

■ 

bifunktionale Aldehyde, vorzugsweise Glutaraldehs^, sowie 
Formaldebyd in Frage. Ferner ist eine Quervemetzung der 
Nanopartikelmatrix durch therxoische Prozesse m6glich. Stabi- 
le Nanopartikelsysteme wurden bei 60^C iiber Zeitraume von 
mehr als 25 Stunden oder 70^C iiber Zeitraume von mehr als 2 
Stunden erhalten. 

Die Thiolierung der Nanopartikeloberf lache kann nach ver- 
schiedenen Prinzipien dur chge f ii h r t werden. Vorzugsweise wer- 
den die Aminogruppen auf der Part ikeloberf lache mit 2- 
Iminothiolan, das mit primaren Aminogruppen auf der Parti- 
keloberf lache reagiert, zu freien Thiol gruppen auf der Par- 
tikeloberf lache umgesetzt. Daneben konnen Thiolgruppen auch 
durch reduktive Spaltung der an der Oberf lache der Nanopar- 
tikelmatrix vorhandenen Disulf id-Bindungen mit Dithiotreitol 
(DTT) erhalten werden. Altemativ kozmen freie Carboacylgrup- 
pen der Partikeloberf lache mit l-Ethyl-3- (3- 

dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) / Cystein oder lait EDC • 
/ Cystaminiumdichlorid umgesetzt und die so eingefuhrten Di- 
sulf id-Bindungen nachf olgend mit DTT reduktiv gespalten wer- 
den... _ _ , . _ 
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Thiolgruppexi-modifizlerten Nanopartikel gekoppelt werden. 
iiaiwendbar sxnd heteroblfuziktionale Spacenaolekiile mit Reak- 
tivifcaten gegenuber Carboaiyl- oder Hydroxylgruppezi, aber 
aucli hoitiobifuziktioziale Spacermolekiile xnit: Reaktiv±tat:6n ge-~ 

5 genuber i^rnxnogruppen . Eine bevorzugte Substanz, die die 
Funktiion eixies bifunktionalen Spacesoaolekuls iibemehmen 
kaim, ist m-Maleimidobenzoyl-N-hydroacysulf osuccinimidester 
(Sulf o-MBS) • Neben m-Maleimidobenzoyl-N-bydroxysulf o- 
succiziixnidester warden auch weitere h.et:erobi£uzikt:ionale 

10 Spacermolekiile wie Sulf osuccinimidyl-4- [N-maleiinidcaaethLyl] - 
cyclobexan-l-carboxylat (Sulfo-SMCC) oder Sulfosuccininiidyl- 
2- [m-azido-o-nitrobenzaxBido] -ethyl-1, 3 ' -dithiopropionat 
(SMSID) sowie die homobifunktionalen Spacermolekiile Di- 
methyl-3 , 3 ' -ditbiobispropionimidat-dibydroclilorid (DTBP) 

15 Oder 3^3'-Dithiobis[sulfo-succinimi<^lpropioiiat] (DTSSP) er- 
folgreicli eingesetzt:* Es werden □edocb beterobifunktionale 
Spacermolekiile bevorzugt:, da bomobifimktionale Spacermolekii- 
le als Nebenreak1:ion zu der Anbindung eines fii2ikt:ionalen 

4 

Proteins an die Nanopartikeloberf lacbe auch zu einer mogli- 
20 Chen intramolefcularen Quervernetzung fiihren. 



In einem besonders bevorzugten Verf ahren wird Avidin oder 
ein Avidin-Derivat mitt els der bifunktionalen Spacermolekiile 
an die thiolierten Nanopartikel gekoppelt. Dieses Zwischen- 
25 produkt^ Avidin*-modif izierte Nanopartikel, stellt ein uni- 
verselles Tragersystem fiir eine Vielzahl biotinylierter Sub- 
stanzen dar, die iiber die Avidin-Biotin-Komplexbildung ge- 
bunden werden konnen. 

30 Zur Bindxxng des human en Apolipoproteins £ an die Avidin- 

modif izierten Nanopartikel kann das Apolipoprotein E durch 
Umsetzung mit N-Hydroxysuccinimidobiotin (NHS-Biotin) bio- 
tinyliert werden. Aadere Biotinyliesningsreagenzien, die mit 
Aminogruppen oder anderen ftmktionellen Gruppen des zu bin- 

35 denden Proteins reagieren, sind ebenfalls anwendbax. Als . 
weitere funktionelle Gruppen des zu bindenden Proteins kom- 
men fiir die Biotinylierung auch freie Sulfbydrylgruppen oder 
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Carboxylg-ruppen in Frage. Alt:erziat:xve Blotizxylierungsreagen- 
zien fur Axnlnogruppezx unterscheldezi slch. von dem NHS-Biol^xn 
in der aminoreaktiven Funktionalitat:, indem sie z«B» Pen- 
ta£luorph.enyl-6ruppen ans telle von Succinimido-Gruppen ha- 
5 ben, Oder in dexxi Bereich zwischen Biotin \md der amino-^ 
reaktiven Fiinktionalitat:. 

Um phaxxnakolog-ische Ef fekte zu venaitteln, werden pharznazeu- 
tisch Oder biologiscli aktive Substanzen in die Partikel ein- 

10 gearbeit:et: oder direkt bzw. indirekt an die Avidin- 
modifizierten Nanopartikel gebunden. Die Avidin- 
modif izierten Nanopar-bikel konnen gleicbzeitig oder in be- 
liebiger Reihenfolge zoit biotinyliertem Apolipoprotein & und 
einem plxarmazeut:isclien VJirkstoff beladen werden. Dabei kann 

IS die Bindung des Wirkstoffes sowoh.1 kovalent, komplexierend 
Tiber das Avidin-Biotin-System als aucb. adsorptiv erfolgen. 

Die erfindungsgemaSen Nanopartikel aus einem bydropfailen 
Protein oder einer Kombination bydrophiler Proteine, die 

20 Apolipoprotein E gebunden haben, eignen sicb., pha.3E:mazeutiscb. 
Oder biologiscb. aktive Wirkstoffe, die sonst die Blut-Him- 
Schranke niclxt passieren wiirden, insbesondere faydroplxile 
Wirkstoffe, liber die Blut-Him-Schranke zu transport ieren 
und pharmakologische Ef fekte bervor zuruf en • Beispiele ffir 

25 derartige Wirkstoffe sind Dalargin, Loperamid, Tubocuarin, 
Doxorubicin oder dergleicben. 

Somit . sind die beschriebenen vrirkstof fbelandenen Nanoparti- 
kel zur Behandl\mg einer Vielzabl cerebraler Erfcrankungen 
30 geeignet, Dabei werden die an das Tragersystem gebundenen 
Wirkstoffe nacli dem jeweiligen Tberapieziel ausgewablt. Das 




Him-Scbranke aufweisen. Als Wirkstoffe kosnaen Zytostatika 



35 zur Tb.erapie cerebraler Tumore in Betracbt, Wirkstoffe zur 
Therapie viraler Xnfektionen im Cerebralbereicb., beispiels- 
weise HIV-Inf ektionen, aber aucb. Wirkstoffe zur Tberapie von 
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Demenz-Erkrankungen, um nur einige Anwendungsgebiete aufzu- 
zalilen • 

FIG. 1 zexgt: eizie bevorzugt:e Ausfiilirungsf orm der erfindungs- 
5 gemaSen Nanoparlixkel ohne Wirkst:o££ oder weltieres fusktio- 
nelles Prot:eizi« 

ITachfolgend wird die Krfindiiiig anlxand exner beispielha£t;en 
10 Ausfubriingsform veranscbauliclxt, wobei diese Darstellung den 
Sinn und das Wesen der Erfindiing in keiner Weise einscliran- 
kend aufgefasst werden soli • 

Zur Herst:ellung von Nanopartikeln aus hxunanem Searumalbmnin 
15 (HSA) warden 200 mg bumanes Seruzoalbimin in 2,0 ml gereinig-^ 
tern Wasser gelost. Zu dieser Losung wurden unter RCibren au£ 
einem Magnet riibrer (500 rpm) 8,0 ml 96 Vol.-% Etbanol fcrop- 
fenweise zugegeben. 

20 Die erzeugtien Nanopartiikel wurden stabilisiert:, indem dem 
Reaktionsansatz 235 iil einer wassrigen, 8^-igen (m/v) Glut- 
araldebydlosung zugegeben und iiber 24 Stimden bei Raumtempe- 
ratur geriihxt wurde. Die stabilisierten Nanopartikel wurden 
durcb funfmaliges Abzentrifugieren (16.000 rcf, 8 min) und 

25 Redispergieren in 1,5 ml gereinigtem Wasser au£gereinigt: • 

Durcb gravimetriscbe Bestiimmung wurde der resultierende Ge- 
balt von Nanopartikeln in der Suspension £estgestellt • 

AnscblieSend wurden 2,0 zal der Nanopartikel-Suspension mit 
30 2,0 ml einer Iiosomg von 13 mg 2-Xminot:bioleui (Traut's Rea- 
genz) in Tris-Pu££er (pH 8,5) versetzt und iiber 24 Stunden 
geriibrt, um die Partikeloberflacbe zu tbiolieren. Die Nano- 
partikel wurden nacb Tbiolier\ing wie oben bescbrieben au£ger 
reinigt • 

35 

Das Avidin-Derivat NeutrAvidin*" wurde liber m-Maleimido- 
benzoyl -N-bydroxysul£osuccinimidester (Sulfo-HBS), eine als 
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bifuziktiozxales Spacermolekul fungierezide Substaziz, kovalent 
an die thjLoliertien Nanopartikeln gebunden* Zu dlesem Zweck 
wurde das Avidln-*Derivat: aktlvlert, Indexn eine Iiostuxg von 
5,0 mg NeutrAvidin™ in 1,0 ml PBS-Puffer (pH 7,0) xnit 1,6 mg 
5 Sulfo-MBS verset:zt und iiber 1 St:tinde bei Raumtemperatur ge- 
riibrt wurde. Freies Sulfo-fiOBS wurde uber eine Grdfienaus- 
schluSchroma-tographie von dezn akt:iviert:en NeutrAvidin abge- 
trennt:. 

10 Die Fraktionen, in denen durch spektropliotcmietrische Detek- 
tion bei 280 xm Wellenlange NeutrAvidin nachgewiesen werden 
koxinte, warden vereinigt: und mit: 2,0 xnl der tbiolierten 
Sfanopartikel verset:zt: und uber 1 St:unde bei Raumtenperatur 
geruhrt. Die Avidin-modif izierten HSA-Nanopart:ikel wurden 

15 wie oben bescbrieben auf gereinigt • 

Apolipoprotein E (ApoE) wurde biotinyliert:, indem 250 )ig 
ApoE in 125 p.1 isotonem PBS-Puffer, pH 7,4, gelost: wurden 
\ind diese Iiosung mit einer Losung von 150 iig NHS-Biotiin (N- 

20 Hydroai^succinimidobiotin) in 15 pil DMSO versetizt: wurde. Nacb. 
einer Reaktionszeit von 2 Stunden bei lO^C unter Riihren wur- 
de diese fiflischung mit: weiteren 300 ill PBS-Puffer, pH 7,4, 
verdiinnt. Nocb freies NHS-Biotin wurde iiber eine GroSenaus- 
schlusscbromatograpbie von dem biotinylierten ApoE abge- 

25 trennt;. Die Fraktsionen, in denen durch. pbotomet:risch.e Detek- 
tion bei 280 nm Wellenlange ApoE nacbweisbar war, wurden 
vereinigt: und ge frier get rocknet. 



Die Avidin-modif izierten HSA-Nanopartikel wurden unmittelbar 
30 vor dem Tierversucb mit dem biotinylierten ApoE und dem Arz-* 
neistoff Dalargin beladen. Hierzu xrarde das gef riergetrock- 
nete ApoE in 250 iil destilliertem Wasser gelost und mit 280 
111 einer HSA-Nsmppaxtlke^ 5,9 mg Avidin- 

modifizierte HSA-Nanopartikel entbielt, versetzt. Eine Lo- 
35 sung von 1,125 mg Dalargin in 470 f^l Wasser wurde zugegeben 
und die Mischung wurde liber 3 Stxmden bei Raumten^eratur in- 
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kubiert. Nach. dieser Infcubation wurde die Mischung durch Zu- 
gcLbe von 500 ill isotonem PBS-Puffer, pH 7^4^ verdtumt. 

Eine Quant:i£izierung der Beladtuag der Avxdin-modiLf xziert:en 
HSA-Nanopartikel zoit: Dalargin ergab, dass bei exnem Verbal 
nis von Dalargin / Nanopartikeln = 191 iig/mg eine adsorpt:ive 
Bindung von 23^7 iig/mg (= 12,4%) Dalargin erfolgte. 

Die applikationsf ertige Zubereitung ent:bielt: in einem Ge- 
samtvoliomen von 1,5 nil isotonem PBS-Puffer: 

- 3,93 mg/ml Avidin-modif izierte HSA-Nanopartikel 

- 167 iig/xol ApoE (iiber Avidin-Biot in- System an die Nano- 
partikel gebunden) 

- 0,75 mg/ml Dalargin (davon 12,4 % adsorptiv an Nano- 
partikel gebunden) • 

Die Zxibereitung \ffurde saausen i.v. in einer Dosieaning von 7,5 
mg/kg Dalargin appliziert. Das entspricbt ausgebend von ei- 
nem durcbschnittlicben Kdrpergewicbt einer Maus von 20 g, 
einer Applikationsmenge von 200 ixl der ob^n auf gefiibrten Zu- 
bereitung je Maus. 

Der analgetiscbe Ef f ekt (Nociceptive Response) wurde mit 
Hilfe des Tail -Flick-Tests eamittelt, bei dem ein beisser 
Iiicbtstrabl auf den Scbwanz der I^aus projiziert und die Zeit 
gemessen wird, bis die Maus den Scbwanz wegziebt. Nacb 10 
Sekunden (= 100 % MPE) wurde das Experiment abgebrocben, um 
der Haus keinen Scbaden zuzufugen. Der m a ir i Tna l mdglicbe an- 
algetiscbe Ef fekt (MPE B maximally possible effect) wurde 
gemaS der folgenden Foannel ermittelt:: 

Recdctionszeit r»a«^b AppliJcatxosi - Reaktiooszeit vor Applikatioai 

%. MPE = 

Al>bruclizeit - Reaktionszeit vor Appllkabion 

Negative MPE-Werte ergeben sicb, wenn die Maus ibren Scbwanz 
nacb Gabe der Zubereit\ing friiber wegziebt als vor der Be- 
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Mit Hilfe Dalargxn-beladener Avidin-zaodi£lz±ert:er HSA- 
Nanopartxkel warden nach. ixit:ravenoser Xnjekt:iozi die in Ta- 
belle 1 dargestellt:en analgetischen Effekte erreiclit. 

5 

Tabelle 1 

Analgeti.scliex' E££elct: [% MPB] bel Uausen (zu=6) naoh l.v. App^i^a^^on vou Dalar- 
gin (7,5 xng/kg) In Form einer der aufgefuhrten Prapajratxonezx. (MPB = Maximal 
Possible Effect) 



30 znln 45 zoln 90 ndLzL 120 min 



HSA-Avidia- 

Nanopart:ikel 

-¥ ApoS 

•f- Dalargin 


25,1 




12,4 


49,0 


± 


23,7 


2,1 ± 19,6 


-0,23 


± 


12,3 


Kontrollen* 

HSA-Avldia- 
Ncuiopartikel 
+ Dalargin 


-2,6 




3,9 


-5,4 


• 

± 


10,9 


-14,4 ± 17,4 


-9,6 


± 


20,6 


PBcai- 

Nanoparl^ikel 

4> Dalargin 

+ Polys orbat 80 


35,2 




5,8 


49,5 




4,5 


36,5 A 13,7 


7,1 


± 


6,3 


Dalargin-Xidsung 


10,0 




9,8 


9,3 


± 


2,8 


4,7 ± 5,1 


2,0 




6,1 



Die PBCA-Nanopartikel + Dalargin + Polysorbat 80 und die Dalargin-Xidsungs- 
Vergleicbsdaten stanmen axis einem friilxeren Bicper imen^ • 



Die Ergebzxisse zeigen, dass die zoit: den Avidin-modif izierten 
HSA-Nanopartifceln erzielten analgetisch.en Effekte den Ef fek- 
ten entsprechen, die mit den Polybutyicyano-acrYlat Nanopar- 
10 tikeln (FBCA-Nanopart:ikel) errelcht: werden kdimen. 
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Pat:eiitanspruche 

1. Nanopartikel zur Uberwindung der Blut-Him-Scliraake, 

dadurch Qekennzeiclmet , dass sie aus einem hydrophilen 
Probein oder einer Kombixxatxon hydrophiler Prot:eine be- 
stehen, an die Apol apoprotein E gekoppelt: oder g eb unden 
ist:. 

2.. Nanopartikel naclx Ansprucb. 1, dadurch gefcennzeicbnet ^ 
dass das laindestens ein hydrophiles Protein aus der 
Gruppe ausgewablt ist, die Seinmalbuxnin, Gelatine A, Ge- 
latine Casein und vergleichbare Proteine, oder eine 
Kozdbination dieser Proteine umfa£t. 

3. Nanopartikel nacb Ansprucb 1 oder 2, dadurch aekenn- 
zeichiietjr dass xaindestens ein hydrophiles Protein huma- 
nen Ursprungs ist. 

4. Nanopartikel nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch qekennzeichnet ^ dass sie ein oder mehrere unter- 
schiedliche funktionelle Proteine aufweisen, die iiber 
bifunktionale Spacermolekule an Thiolgruppen von 
Thiolgruppen-modif izierten Nanopartikeln gebunden sind. 

5. Nanopartikel nach Anspruch 4, dadurch aekep y^^*=*T 

dass die funktionellen Proteine ausgewahlt sind aus der 
Gruppe, die Avidin, Avidin-Derivate, Apolipoproteine, 
Antikorper, Enzyme, Hormone, Zytostatika und dergleichen 
umfafit • 

6. Nanopartikel nach Anspruch 5, dadurch gekeim zeichnet, 
dass biotinyliertes Apolipoprptein E tlber kovalent ge- 
koppeltes Avidin gebunden ist. 

7. Nanopartikel nach Anspsnich 6, dadurch gekennzeichnet^ 
dass mindestens ein weiteres biotinyliertes £\2nktionel- 
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les Protein iiber kovalent gekoppeltes Avidln gebunden 



8. Nanopartxkel nacn exnem 



9. Nanopartikel nach Anspmclx 8, dadurch aekeimzeichnet ^ 
dass die phazmakologisch oder biologisch aktiven Wirk- 
stoffe au£ der Partikelober£ia.clie gebunden sind. 

10. Nanopartikel nacb Ansprucli 8, dadurcb aekennzeichnet , 
dass die phanaakologisch oder biologisch aktiven Wirk- 
stoffe kovalent, komplexierend fiber das Avidin-Biotin- 
System oder adsorptiv gebunden sind. 

11. Nanopartikel nacb einem der AnsprtLcbe 8 bis 10, dadurch 
qekennzeichnet > dass die Wirkstoffe ausgewahlt sind aus 
der Gruppe, die Dalargin, Iioperamid, Tubocuarin und Vox- 



12. Verfahren zur Herstellting von Nanopartikeln aus einem 



Proteine, zur Uberwindizng der Blut-Him-Schranke, da- 
durch crekennz Q-1 r!ViT><=»t-. r dass es die f olgenden Schritte um- 



Stabilisieren der durch Desolvatation entstandenen 
Nanopartikel durch Quervemetzung, 

_Ptos_et_zen eines Teils der funkt ionellen Gruppen auf 

der stabilisierten Nanopartikel zu 
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- kovalezx1::es IVnheftezi fluiktioneller Proteine, vorzugs- 
weise von Avidin, mittels bi£tuikt:ionaler Spacerznole- 
kiile, 

- Biot:±xxylienmg des Apolipoprotseln E, 

5 - Beladen der Avidin-modifiziertezi Naziopart:ikel mit 

biol^inyliertiem Apolipoprotein E, 

- Beladen der Avidin-modifiziertiezi Nanopartlkel mit: 
biotinyliertem Apolipoprotein E und welt:erezx ftink- 
t:ioziellexi Prot:elziexx Oder pharmazeutixsch. oder blolo- 

10 giscb akt;ivezi Wirkstof ten- 

ia. Verfahxen nacb Anspzruch 12, dadurcb aekennzeichnet ^ dass 
das hydropbile Protein aus der Gruppe ausgewablt ist^ 
die Serumalbiimin, Gelatine A, Gelatine B, Casein tuid 

15 vergleichbare Proteine, oder eine Koxnbixiatlon dieser 

Proteine umfeiSt. 

14. Verfabren nacb Ansprucb 12 oder 13, dadnrch aekennzeich- 
net, dass das bydrophile Protein bumanen Urspmngs ist. 

20 

15. Verfabren nacb einem der Anspriicbe 12 bis 14, dadurcb 




25 

16. Verfabren nacb Ansprucb 15, dadurcb crekennzeicbnet ^ dass 

« 

das wassermiscbbare Nicbtlosungmittel £iir bydropbile 
Proteine ans der Gruppe ausgewablt wird, die Etbanol, 
Metbanol, Xsopropanol, iind Aceton umfiaSt* 

30 

17. Verfabren nacb einem der Anspriicbe 12 bis 16, dadnrcb 
aekennzeicbnet , dass zum Stabilisieren der Nanopartikel 

- ~- — tbermiscbe Prozesse- oder -bi-funktionale-Aldebyde -Oder 

Formaldehyd verwendet wird. 



35 
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18. Verfahren nach .Ansprucli 17, dadurcli qekennzeiclanet , dass 
als bifuktionales Aldehyd Glutaraldehyd verwendet wird. 

19. Verfabren nach elnem der Azispriiche 12 bis 18, dadurch 
qekeimzeichnet m dass als Tliiolgruppexx-znodlflzierendes 
Agens eine SxLbst:anz verwendet wird, die aus der Gruppe 
ausgewah.lt ist, die 2-Xminot:h.iolan, eine Koxnbination aus 
l-Ethyl-3- (3-dimetliylaminopropyl)carbodiimid und Cysfcein 
Oder eine Kombination aus l-Et:hyl-3- (3- 

dimetbylaminopropyl) carbodiizoid und CystaaniniuTndichlorld 
sowie Ditliiotreitiol umfaSt, 

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 12 bis 19, dadurch 
aefcennzeichnet , dass als bifunktionales Spacermolekiil 
eine Substanz verwendet wird, die aus der Gruppe ausge- 
wahlt ist, die m-£Ialeixaidobenzoyl-N--hydro3cysulf o- 
succinimidester, Sul£osuccinimidyl-'4- [N-xoaleixoido- 
methyl] cyclohexan-l-carbo3iylat, Sulfosuccini midyl -2 - 
[m-azido-o-nitrobenzamido] -ethyl-1, 3 'dithiopropionat. 
Dimethyl -3 , 3 ^-dithiobispropiozximidat--dihydrochlorid und 
3,3' -Dithiobis [ sulfosuccinimi dylpropionat] umfaSt • 

21. Verfahren nach einem der Anspriiche 12 bis 20, dadurch 
gekennzeichnet , dass die Wirkstoffe ausgewahlt sind aus 
der Gruppe, die Dalargin, Iioperamid, Tubocuarin und Dox- 
orubicin uxofaSt. 

22. Verwendung von Nanopartikeln, uiEifassend ein hydrophiles 
Protein oder eine Kombination hydrophiler Proteine, die 
Apolipoprotein £ gebunden haben, zum Transport pharma- 
zeutisch oder biologisch aktiver Wirkstoffe uber die 
Blut-Him-Schranke . 



23, Verwendxmg nach Anspruch 22, dadurch gekermzeichnet ^ 

dass xaindestens eines der hydrophilen Proteine aus der 
Gruppe ausgewahlt ist, die Sesrumalbumin, Gelatine A, Ge-. 
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latine B, Casein und vergleichbare Prot^eine, oder eine 
Konbination dleser Proteine \un£a£t. 

24. Verwendung nach. Anspruch. 22 oder 23, dadurcli aekenn- 
5 zeichxiet:^ dass mindestens eines der hydrophilen Proteine 



15 



20 



25. Verwendvmg von Nanopartikeln nach einem der Anspriiche 22 
bis 24, dadurch qekennzeichnet , dass die Wirkstoffe 

10 ausgewahlt sind aus der Gruppe, die Dalargin, Iipperamid, 

Tubocuarin und Doxorubicin umfa&t:. 

26. Vesrwendung von Nanopartikeln nacb einem der Anspriicbe 22 



25 



30 



35 



wo 02/089776 



1/1 



PCT/EP02/04735 



COOH 




Nanopartlkel Matrbc 



FIG. 1 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



In onal Application No 

PCT/EP 02/04735 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 A61K9/51 A61K47/42 A61K47/48 

A61K31/197 A61K31/451 A61K31/4741 



A61P25/04 A51P25/28 
A61K31/704 



AccoFcOng to Internationa) Patent Ctassificalion (IPC) or to both national classincallon and IPC 



B. RELOS SEARCHED 



Mlnbnim documentation searched (olassifbation system followed by ctassificalion symbols) 

IPC 7 A61K A61P 



Documentation searched other ttian miremum documentation to the extent that such documents are tnchided In the fields saardied 
Electronic data base consulted during the intematlona) search (name at data l>ase and, where practical search terms used) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ, CHEM ABS Data, BIOSIS, EMBASE 



0. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Categoiy' 



Citallon ot document, with Indcallon. where appnpiiale^ of Ihe relefvant passages 



LANGER K ET AL: "Preparation of 
avidin-labeled protein nanoparticles as 
carriers for biotlnylated peptide nucleic 
acid" 

EUROPEAN JOURNAL OF PHARMACEUTICS AMD 

BIOPHARMACEUTICS, ELSEVIER SCIENCE 

PUBLISHERS B.V., AMSTERDAM, ML, 

vol. 49. no. 3, 2 May 20OO (2000-05-02), 

pages 303-307, XP004257171 

ISSN: 0939-6411 

-/-- 



Relevant to claim No. 



Further documents are listed In the continuation of box C. 



□ 



Patent family nnemtiers are listed In annex. 



" Spedai categories of died documents : 

*A" document defining the general state of the art urtiich b not 
constdered to tie of particular nslevanoe 

*E* earner document but published on or after the international 
filing date 

'L' document which may throw doubts on priority dam(s) or 

\vti!(^ Is cited to establish the publicatbn date of anott»r 
citation or other spedai reason (as specified) 

*0* document referring to an oral disclosure, use. exhibition or 
other means 

'P document publiehed prior to the intemaiional fOIng date but 
later than the priorfty date ctabned 



*T* later document published after the Intem^onal filing date 
or piiortty dale and not in conflict wtm the appucaUon but 
cfted to undGHBtand the piindplB or theory undefV<ngthe 
faiventlon 

*X" document of particular retevanoe; the datmed Invention 
cannot tie considered novel or cannot ba coasidered to 
Involve an inventive step when the document b taken alone 

document of partlcutar relevance; the claimed trtventton 
cannot be considered to Involve an tnvenlfve step when the 
document Is combined with one or more other such dOcu~ 
ments. such comt)inaSon being obvbus to a person sWned 
In the art 

document member of me same palem family 



Dale d the actual oompf ellon of the international search 



12 August 2002 



Data of mafflng of the inteniattonal search lepon 



30/08/2002 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Offica, P.B. 5818 Patsntlaan 2 
NL - 2280 HV R^sw^ 
Tel (431-70) 340-2040, 31 651 epo ni 
Fax: (+C1-70) 840-3016 



Autliortzed ofSoer 



Felder, C 



Form PCT/ISA/210 (ssmi ehoei) ^luV 1892) 



r 





INTERNATIONAL SEARCH REPORT 


I >nal Application No 

PCT/EP 02/04735 


• 




C.(Contlnuatlon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Categoiy " 


Citation of document^ with IndScailon, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


A . 

• 


KREUTER J ET AL: "INFLUENCE OF THE TYPE 
OF SURFACTANT ON THE ANALGESIC EFFECTS 
INDUCED BY THE PEPTIDE DALARGIN AFTER ITS 
DELIVERY ACROSS THE BLOOD-BRAIN BARRIER 
USING SURFACTANT-COATED NANOPARTICLES" 
JOURNAL OF CONTROLLED RELEASE, ELSEVIER 
SCIENCE PUBLISHERS B.V. AMSTERDAM, NL, 
vol. 49, no. 1, 

10 November 1997 (1997-11-10), pages 
81-87, XP000667154 
ISSN: 0168-3659 

• 















Fonn PCT/ISAAio (ocxi9niiatlQn of saoand steet) (JUty 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



latematioiial applicatLon. No. 
PCT/EP 02/04735 



Box I Obseirations ^here certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 

This international searchreporthas notbeenestabHshediniespect of certain claims imder Article 17(2)(a) for thefollowingreasons: 

1. fvl ClaimsNos.: 

' — ' because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

MISSING AT THE TIME OF PUBLICATION 

2. rn ClaimsNos.: 

— because they relate to parts of the international application that do not con^ly with the prescribed requirements to such 
an extent tbat no meaoingfui international search can be carried out, specifically: 

3. I 1 ClaimsNos.: 

" — ' because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a), 
Box n Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 
This international Searching Authoriiy found multiple inventions in this intematianal application, as follows: 



1. I I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 
— searchable claims. 



2. 



3. 



I I AsaUsearchableclaimscouldbesearchedwithoutefiFortjustifyu^ 
of any additional fee. 

□ As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international searchreport 
covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



4. I — I No required additional search fees were timely paid by the applicant Consequently, this intematianal search report is 
I — I jestiicted to the inventimfirstrnfintiosaed in the claims; it is covered by claims Nos.: 



Remark on Protest 



I [ The ad'^i^^'""*^! searchfees were accompanied by the applicant's protest 
[ I No protest accompanied the payment of addrtional search fees. 



Form PCT/ISA/210 (coniinnatian of first sheet (1)) (My 1992) 



INTERNATIONALERRECHERCHENBERICHT 



ti nales Aktenzelehen 

PCT/EP 02/04735 



A. KLASSinZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 A61K9/51 A61K47/42 A61K47/48 A61P25/04 
A61K31/197 A61K31/451 A61K31/4741 A61K31/704 



A61P25/28 



Nach der Internationa Ian Patentklaaslflkatlofi (IPK) otter nach dernalionalan Klassifikation undder IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter MbdeslprOfstoff (Klassifikalionssystefn und Klasslfikallonssymbote ) 

IPK 7 A61K A61P 



Recherchlerte aber nicht zum MIndestprQfstoff gehdrende VerSflentllchungen, sows it diese unter die recherchierten Gebiete fallen 
Wahrend derfntemaUonalen Recherche konsuttieite elaktronfsche Oatenbank (Name derOatenbank und evd. veiwendete SuchbegrlTe) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ, CHEM ABS Data, BIOSIS, EMBASE 



C. ALSWESENTLICHANGESEHEMEUNTERLAGEN 



Katesorte* 



Bezeichnung der VerQffeirtlichung. sowet erforderllch unter Angabe der in Bebeicht konunenden TeOe 



Betr. Anspnich Nr. 



UN6ER K ET AL: "Preparation of 
avidln-labeled protein nanopartlcles as 
carriers for blotinylated peptide nucleic 
add" 

EUROPEAN JOURNAL OF PHARMACEUTICS AND 

BIOPHARMACEUTICS, ELSEVIER SCIENCE 

PUBLISHERS B.V., AMSTERDAN, NL, 

Bd. 49. Nr. 3. 2. Hal 2000 (2000-05-02), 

Selten 303-307, XP004257171 

ISSN: 0939-6411 



-/- 



m 



)( I WettBTB VerQffentllchungen der Fortsstzung von Feld C 2u 

OTtnahmen 



□ 



Siehe Anbang PalentfamUie 



* Besondere Kafsgoifen von angegebanen VerSffenUlchungen 

■A* Verflflentnchung, die den allgemeinen Stand derTechntkdeflniert. 
ober ridtrx ab be^nders bedeulsam euizusehen ist 

*E* eQerea Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem Intemattonalen 
AnmBUedaium verSffantllcht worden ist 

'L* VerflfmntOchung. die geelgnet 1st e&ien Prioriiatsanspruch zweifelha/l er- 
schdnen zu lassen, oder durch die das VeroffentOchungsdatum efaier 
anderen im Recherchenlxericht genannten VerdiTenlQchung belegt werden 
soU Oder die aus elnem anderen tsesonderen Grund angegeben ist (vvie 
ausg^Ghrt) 

•O* Veroffentlfchung, die sldi auf ehe mDndDche OfTenbarung. 

ene Benutzung, eine Ausstalung oder artdem MaBnahmen bezieht 
T* VerOfieitlOchung. die vor dem Intematlonalen Anmeldedatuini aber nach 

dam boanepmchten Prfordatsdatum vfirdflanlOcht woiden Ist 



Datum dee Atischtusses der intematlonalen Recherche 



T* Spatere Veroffentllchung, dia nach dem intemationalen Anmotdadaium 
Oder dem PrioritgLtsdatuni ver5ffentDcht worden isl und m3 der 
Anmeidung nIcht kollicBert. sondem nur zum Vers3ndnis des der 
Eriindung zugmndeliaqenden Priradps oder der fhr zugrundeliegenden 
Theorle angegeben Isf 

•X' VerSffentlichumvon bes^nderer Bedeutungi die beenspnidite Eifindung 
kann alietn aulgrund cfeser VeroffentHc^ung nicht als neu oder auf 
erfinderischerTaOgkaB beruhend betrachtetvrarden 

Veroffantllchung von besonderer Bedautung; die beanspntchte Erfindung 
kann nictrt als auf erfinderischer TStigtelt beruhend betrachtet 
werden. wenn cfe VerSf^entCchung einer oder n^hreren anderen 
VerdfFentUchungen diroer Kategone In Vertundung gebraciU wild und 
cfiese Verblrtdung fQr einen Fachmann natieliegend Ist 

*&* VerStrBntllchung, die hAKgQed derselben Palentfamllle ist 



12. August 2002' 



Name und Postanschrilt der Intematlonalen Racherchenbehdrde 

Europaisches Patentamt, PB. 5818 Pakenttaan 2 
^a.-2280 HV Rqswijk 
Tel (+31-70) 34O-204O. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (*31'70} 340-^16 



Absendedatum des intemattonaten Recherchenberichts 



30/08/2002 



BevoOmactitlgter Badisnsteter 



Felder, C 



Fonttail PCn/lSAAiO (Bfatt 2) (JuD ISSa 



INTERNATIONALERRECHERCHENBERICHT 



onalea Aktenzelchen 



PCT/EP 02/04735 



C.(Fart9etzung) ALS WESENTLICH ANQESEHENE UNTERLAGEN 



Kategoile* I Bszelchnitng der VeronenUlchung, sowel eitordeillch unter Angabe der In B^iaeM tommenden Telle 



Betr. Anspnich Nr. 



KREUTER J ET AL: "INFLUENCE OF THE TYPE 
OF SURFACTANT ON THE ANALGESIC EFFECTS 
INDUCED BY THE PEPTIDE DALARGIN AFTER ITS 
DELIVERY ACROSS THE BLOOD-BRAIN BARRIER 
USING SURFACTANT-COATED NANOPARTICLES" 
JOURNAL OF CONTROLLED RELEASE, ELSEVIER 
SCIENCE PUBLISHERS B.V. AMSTERDAM, NL, 
Bd. 49, Nr. 1, 

10. November 1997 (1997-11-10), Selten 
81-87. XP000667154 
ISSN: 0168-3659 



Fbaitett PCT/SA/aiO f T i u b^ Mla ii na von BlaM a LAJ IMPV 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 02/04735 



Feld I Bemerkungan zu den Anspaichen, die sich aJs nicht recherchierhar erwfesen haben (Foitsetzung von Punkt 2 auf Btatt 1] 



GamSS Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden GrCnden fQr besiimmte AnsprOche kein Recherchenberfcht erstellt: 

1 . AnsprQchQ Nr. 

well sle sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die BehQrde nicht verpnichtet ist, n&nlich 

Obwohl die AnsprQche 22-26 sich auf ein Verfahren 2ur Behandlung des 
menschlichen/tlerlschen Korpers beziehen, wurde die Recherche durchgefuhrt und 
griindete sich auf die angefuhrten Wirkungen der Verblndung/Zusaramensetzung. 

2. I I Aneprflche Nr. 

wen sie sich auf Teile der fnternatlonalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wen[g entsprechen, 
da3 eine slnnvolle Intematlcnale Recherche nicht durchgefQhrt werden kann. ndmttch 



3. AnsprQche Nr. 

well es sich dabel urn abh&notge AnsprQche handelt. die nicht ent^rechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Bnheitllchkeit der Erflndung (Foitsetzung vcxi Punkt 3 auf Blatt 1 ) 



Die internatlcnaie Recherchenbeharde hat festgestellt, daB diese intennaUonale Anmeldung mehrene Erflndungen enth^t 



1. I I Da der Anmelder alle erfcrderlichen zusStzIlchen RacherchengebQhren rechtzsltig entrfchtet hat, erstreckt sich deser 
' — ' Internationale Recherchenbericht auf alle recherchlerbaren AnsprQche. 

2 I recherchlerbaren Anspruche die Recherche ohne einen Artjeilaaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 

' — 1 zusStzliche RechGrchengebQhr gerechtfertigt hStto, hat die Behorde nicht zur Zahlung einsr solchen Gebuhr aufgafbrdert 



3. Da der Anmelder nur einige der erfbrderllchen zueStzlfchan RecherchengebOhren rechtzeltlg entrtehtet hat, erstreckt sich dleser 
' — » Intemationai© Recherchenbericht nur auf de AnsprQche, fflr de GebQhren entrtehtet worden sInd, n&nllch auf die 
AnsprQche Nr. 



4. I j Der Anmelder hat die erforderfichen zusfitzDchen Recherchengebahnen nicht rechtzettig entrichtet Der intemationate Recher- 
chenbericht beschrSnkt skii daher euif de In den AnsprQchen zuerst erwahnte Erflndung; dese Ist In folgenden AnspiUchen er- 
faBt: 



Bemerkungen htnslchtllch elnes WIderspruchs | | Die zusatzlichen GebOhren wurden vom Anmelder unter Wlderspruch gezaWt. 

\' I Die Zahlung zusatzllcher RecherchengebOhren ertdlgta ohne Wlderspnjch. 
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